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Resumo

Pouco se sabe sobre a presenca de Salmonella em produtos brasileiros derivados do
cacau e em chocolate, e sobre o comportamento do patdégeno nas etapas do processamento
do cacau. O presente trabalho teve como objetivos padronizar o in6culo de Salmonella em
sementes, améndoas e liquor de cacau para posterior analise do microorganismo durante o
processamento do cacau, e determinar a resisténcia térmica da Salmonella durante a
conchagem de chocolate ao leite, nas temperaturas de 50°C, 60°C e 70°C por 3, 8, 15 e 24
horas. Para a determinacao da populagdo de Salmonella foi utilizada a técnica do Numero
Mais Provavel (N.M.P). Os protocolos escolhidos para a obtencdo de indculo inicial entre 10°-
10" NMP/g para semente e liquor foram 250g de amostra, 0,1 mL de indculo com escala de
Mac Farland 1,0 e 75g de amostra, 0,5 mL de inéculo com escala de Mac Farland 0,5,
respectivamente. Com relacdo a améndoa seca, o procedimento adotado para atingir
populacdo microbiana de 10° NMP/g foi inoculacéo direta de 0,5 mL do “pool” do indculo em
50g de amostra. Os resultados mostraram que a conchagem a 70°C promoveu maior
inativagdo do patégeno, com reducdes entre 3,53 e >5,37 log NMP/10g. Sob a temperatura
de 60°C a reducao variou de 1,76 a 4,35 log NMP/10g. As menores reducdes, entre 0,83 e
2,10 log NMP/10g, foram obtidas a 50°C. Portanto, os resultados demonstram que se a
contaminacéo inicial em chocolate ao leite for alta (>4 log NMP/10g), a conchagem né&o pode

garantir eliminacdo completa da Salmonella.
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Abstract

Little is known about the presence of Salmonella in Brazilian cocoa and chocolate, and
on it behavior in the steps of the cocoa processing. This study aimed to standardize the
Salmonella inoculum on fermented and dry cocoa bean and on cocoa liquor. As well the
thermal resistance of Salmonella during the conching of milk chocolate at 50°C, 60°C and
70°C for 3, 8, 15 and 24 hours was studied. The Salmonella count was carried out by the Most
Probable Number Method (MPN). The protocols chosen to obtain initial inoculum between 10°-
10* MPN/g for fermented cocoa bean and cocoa liquor were 250g of sample, 0.1 mL of
inoculum with Mac Farland scale of 1.0 and 75g of sample, 0.5 mL of inoculum Mac Farland
scale with 0.5, respectively. Regarding the dry cocoa bean, the procedure adopted to reach
microbial population of 10° MPN/g was by the direct inoculation of 0.5 mL of inoculum in 50g of
sample. Results showed that the treatment at 70° C caused the largest inactivation in all of the
periods tested, with a reduction between 3.19 and >5.37 log MPN/10g. At 60° C the viable
count reduction ranged from 1.76 to 4.35 log MPN/10g. The lowest reductions, between 0.83
and 2.10 log MPN/10g, were obtained at 50° C. Therefore, the results demonstrated that, if
initial contaminantion is high (>4 log MPN/10g) in milk chocolate, the conching process cannot
ensure the complete elimination of the Salmonella, even though it is able to reduce the initial

count.

Introducéo

Os surtos decorrentes do consumo de chocolate sdo conhecidos desde 1960
(D’AQUST, 1977) e, apesar do desenvolvimento tecnoldgico, continuam ocorrendo até hoje.
Na maioria dos casos, os surtos foram epidémicos, disseminados geograficamente e
atingiram um grande numero de pessoas, principalmente criancas (WERBER et al., 2005).
Nos casos em que foi determinada, a populacdo de Salmonella no produto era muito baixa
(<1 a 23 UFC/g). Sendo assim, fica claro que a presenca deste patdgeno mesmo em baixa

concentracao representa um risco a saude do consumidor.

A baixa atividade de agua (aw) e a alta concentracdo de gordura de alguns produtos
podem influenciar no aumento da resisténcia térmica da Salmonella (ICMSF, 2005),
possibilitando sua sobrevivéncia a processos térmicos. Apesar do conhecimento da atuacao
desse patdégeno como agente etiolégico de doengas de origem alimentar e do risco que
representa no setor chocolateiro, pouco se sabe sobre a presenca de Salmonella em produtos
brasileiros derivados do cacau e em chocolate. Maior ainda é a falta de informacdes sobre o
comportamento desse patégeno nas diferentes etapas de processamento, como frente a

competicdo microbiana natural presente na fermentacdo do cacau e aos diferentes
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processamentos térmicos empregados durante o beneficiamento do cacau, o que justifica o
presente trabalho, que teve como objetivo padronizar o indculo de Salmonella em sementes,
améndoas e liquor de cacau para posterior analise do microorganismo durante o
processamento do cacau e avaliar a resisténcia térmica da Salmonella durante a conchagem

de chocolate ao leite empregando diferentes bindbmios de tempo x temperaturas.

Material e Métodos
Padronizacdo dos inéculos

Para a padronizacdo do in6culo de Salmonella nas diferentes amostras de cacau
avaliadas ao longo do estudo, visando uma contaminacéo inicial entre 10°*-10* NMP/g ou 10°

NMP/g foram avaliados inimeros protocolos.

Conchagem

Os processos térmicos de conchagem avaliados foram: 50°C, 60°C e 70°C por 3, 8, 15
e 24 h. Foram realizados ensaios em duplicatas em bateladas de 500 g de mistura para
chocolate ao leite. O monitoramento da temperatura foi realizado com auxilio de um
termdémetro calibrado em intervalos de 60 min. Em cada processo, foram coletadas amostras

no tempo inicial e final para determinac¢do da populacéo de Salmonella.

Andlise Microbiolégica

Para a determinacéo da populagédo de Salmonella foi utilizada, a técnica do Numero
Mais Provavel (N.M.P.) de acordo com Food and Drug Administration (BAM/FDA, 2005). Um
mililitro das diluicdes decimais foi transferido para tubos contendo 10 mL de leite desnatado
reconstituido tamponado 10%, em série de trés tubos, incubados a 37°C/24h. Em seguida foi
realizado o enriguecimento em caldos Rappaport Vassiliadis (RV) e Tetrationato (TT),
incubados a 42°C e 37°C/24h, respectivamente. O plaqueamento seletivo foi realizado em
agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD), com incubacdo a 37°C/24h. A confirmacédo foi feita

através de provas biogquimicas e soroldgicas.

Resultados e Discusséao
Padronizagao do inéculo em diferentes amostras de cacau

A Tabela 1 apresenta os protocolos escolhidos para a padronizacdo do in6culo em
sementes, améndoas secas e liquor de cacau. Visando a obtenc&o da populagdo microbiana
desejada, de 10°-10* NMP/g, foram escolhidos como padréo para a inoculagéo de Salmonella

em sementes de cacau o protocolo utilizando 250 g de amostra e 0,1 mL de in6culo com
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escala de Mac Farland 1,0. Em liquor de cacau, o protocolo utilizado foi 75g de amostra e 0,5
mL de in6culo com escala de Mac Farland 0,5.

Para as améndoas de cacau secas, a concentracdo de indculo desejada foi de 10°
NMP/g, por isso optou-se pela inoculagéo direta de cultivo de Salmonella nas amostras. Para
esse procedimento foi adotado como protocolo padrdo a inoculacéo direta de 0,5 mL cultivo
de Salmonella ap6s dupla propagacdo em BPW em 50 gramas de améndoas de cacau. Apés
a inoculacdo, com o objetivo de ndo alterar a atividade de agua inicial do produto, a amostra

foi submetida a secagem em fluxo laminar por periodo de 10 min.

Tabela 1. Protocolos padronizados para a inoculacdo de Salmonella em diferentes produtos de cacau.

Adicao de
Volume do Escala de Salmonella

Produto Amostra(g) . Tween 80

inoculo (mL) Mac Farland (NMP/g)
(gotas)
Semente 250 0,1 1,0 0 2,5x10"
Liquor 75 0,5 02 e 1x10*

Améndoa seca 50 05 - 3 2,4x10°

Determinacdo da resisténcia térmica de Salmonella durante a conchagem de chocolate
ao leite

A Figura 1 apresenta a curva de reducdo térmica de Salmonella em chocolate ao leite
durante a conchagem sob as temperaturas de 50°C, 60°C e 70°C, com duracédo de 3, 8, 15 e
24h.

Em relacdo a conchagem a 50°C, apés 3 horas de processo, observou-se uma
pequena reducéo (1 log NMP/10g) da populacéo inicial. Com 8 horas ocorreu aumento de 1
ciclo logaritmico na reducéo, atingindo 1,83 log NMP/10g. Contudo, apds 15 horas houve uma
tendéncia a estabilizagdo na morte microbiana, com ligeiro aumento da populagéo final (3,7
log NMP/10g). O tempo de processo de 24 horas apresentou a maior reducdo bacteriana
(2,10 log NMP/10g).

A 60° C, com o aumento do tempo de processo ocorreu um aumento gradativo na
reducdo da populacao inicial do indculo, de 1,76 ap6s 3 horas a 4,35 ap0s 24 horas.

Na temperatura de 70°C, a Salmonella apresentou um comportamento peculiar do ponto de
vista de resisténcia térmica. Foi observada uma reducao significativa ap6s 3 horas (3,83 log
NMP/10g). Porém, com o aumento do tempo de processo para 8 ou 15h ndo houve aumento
consideravel na reducdo da populacéo inicial. Apos 24 horas, a populacédo do patdégeno ficou
abaixo do limite de deteccdo do método (<0,3 log NMP/10 g). Por esse motivo e com o

objetivo de verificar a completa eliminacdo da Salmonella, foi realizada a analise de
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presenca/auséncia em 100g de amostra. Em ambas as repeticBes foi observada a presenca
de Salmonella em 100g do produto, apesar da baixa populacédo final (<0,3 log NMP/10 g ou
<3 log NMP/100g).

Tempo de processo (h)
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Figura 1. Curva de reducéo térmica da Salmonella spp. em chocolate ao leite durante a conchagem

sob diferentes temperaturas: (@») 50°C, (mm) 60°C, () 70°C, resultado de duplicata de amostras.

Com o aumento da temperatura de processo foram obtidas reducbes
progressivamente maiores da populacdo de Salmonella, desta forma, quanto maior a
temperatura em que for realizada a conchagem, maior serd a reducéo do nimero de bactérias
presentes no produto, todavia, o aumento do tempo de processamento ndo provoca

necessariamente aumento na morte microbiana.

Como pdde ser observado, a Salmonella permaneceu presente nas amostras de
chocolate ao leite mesmo apds o processamento térmico de 24 horas, isso devido ao
aumento da resisténcia térmica do patégeno provocada pela alta concentragdo de agucar e

baixos valores de aw do chocolate.

A conchagem do chocolate € o Ultimo processamento térmico realizado em sua linha
de producgdo, sendo assim, caso as matérias-primas utilizadas na produg¢do do chocolate
apresentem alta contaminagé@o por Salmonella, esse processamento pode ndo ser capaz de
eliminar a populagédo residual, como comprovado através desse trabalho. Além disso,

contaminagdes posteriores e este processo também néo serdo eliminadas do produto.
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Portanto, para assegurar a seguranca do consumo do chocolate quanto a auséncia de
Salmonella é necesséario um controle rigoroso de todas as etapas do processamento do
chocolate, incluindo a utilizacdo de matéria-prima de qualidade, além da adocdo de boas

préticas de fabricac&o e limpeza nas plantas processadoras.

Conclusbes
Os resultados demonstram que se a contaminacéo inicial em chocolate ao leite for alta
(>4 log NMP/10g), a conchagem ndo pode garantir a eliminacdo completa de Salmonella,

embora seja capaz de reduzir a populacao inicial.
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